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摘要 :目的 研究 spd1672 基 因 在 肺炎 链球 菌 感染 过 程 中 的 作用 。 方 法 通过 腹腔 攻 毒 实验 和 细菌 人 血 载 量 分 析 细菌 的 粘 附 侵 
ASKS .全 血 杀菌 实验 以 及 相关 细胞 因子 检测 等 观察 spd 1672 4 EAT E (D39 A 1672 菌株 ) 后 对 肺炎 链球 菌 毒 力 的 影响 。 结 果 
D39 A 1672 菌株 感染 组 小 鼠 中 位 生存 时 间 和 生存 率 显著 高 于 野生 菌株 组 (P<0.05) ,而 血 中 细菌 载 量 则 显著 低 于 野生 菌株 感染 
组 (P<0.05)。 与 野生 菌株 比较 ,D39A1672 菌 株 对 A549 细 胞 的 粘 附 能 力 无 明显 差异 ,但 其 侵袭 能 力 显 著 受 损 (P<0.05)。 此 外 ， 
D39 A 1672 菌株 对 全 血 杀 菌 作 用 的 抵抗 能 力 亦 较 野生 菌 显著 减弱 (P<0.05) ,小 鼠 体内 炎 性 细胞 因子 水 平 显 著 降低 。 结 论 
spd1672 基 因 与 肺炎 链球 菌 的 侵 春 , 抗 宿 主 能 力 和 致 炎 反 应 等 过 程 相关 。 
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Spd1672 gene knockout significantly attenuates the virulence of Streptococcus pneumoniae 
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Abstract: Objective To investigate the role of spd1672 gene in the infection process of Streptococcus pneumoniae. Methods BALB/ 
c mice were intraperitoneally infected by a spd1672 knockout strain and a D39 wild-type strain of S. pneumoniae, and the 
survival time of mice and blood bacterial counts were recorded. The adhesion and invasion ability of S. pneumoniae strains 
were assessed in A549 cells. Bactericidal assays were carried out to determine the resistance of spd1672 knockout strains and 
D39 wild strains, and the serum levels of inflammatory cytokines were detected in the infected mice. Results The mice infected 
with spd1672 knockout strains showed a significantly longer median survival time, a higher survival rate, and a lower blood 
bacterial load than the wild strain-infected mice (P«0.05). Having a similar cell adhesion ability to the wild-type strain (P»0.05), 
the spd1672 knockout strain showed significantly lower cell invasion ability than the wild-type strain (P«0.05). The spd1672 
knockout strain also had a reduced resistance to whole blood cells, and thw mice infected with spd1672 knockout strain exhibit 
lower levels of serum inflammatory cytokines than those infected with the wild-type strain. Conclusion Spd1672 gene is 
importantly related to the virulence of S. pneumoniae and plays important roles in modulating bacterial invasion, resistance to 
whole blood cells and proinflammatory responses. 
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膜 血清 型 肺炎 链球 菌 间 高 度 保守 ,前 期 研究 结果 显示 该 
基因 敲 除 后 肺炎 链球 菌 磷 壁 酸 合成 显著 减少 ,但 其 在 致 


肺炎 链球 菌 (Streptococcus pneumoniae, S.pn) 是 引 


起 细菌 性 肺炎 ,中耳炎 ,脑膜 炎 等 疾病 的 一 种 重要 致 病 


菌 , 其 在 婴 幼 儿 及 老年 人 中 具有 很 高 的 发 病 率 与 死亡 
率 ,每 年 全 球 约 有 160 万 人 死 于 S.pn 感 染 +。 近 年 来 随 着 
耐 药 菌株 的 出 现 及 流行 ,给 S$.pn 治 疗 带 来 严峻 挑战 2 。 
因此 ,开展 肺炎 链球 菌 致 病 机 制 的 研究 ,对 研发 有 效 的 
肺炎 链球 菌 和 蛋白 疫苗 及 抗菌 药物 显得 尤为 重要 。 
spd1672 基因 是 本 课题 组 在 肺炎 链球 菌 中 通过 体 
内 诱导 技术 筛选 出 来 的 潜在 毒 力 因子 ,该 基因 在 不 同 甘 
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病 过 程 中 的 作用 尚 不 完全 清楚 ?5。 因 此 ,本 研究 拟 在 腹 
腔 感 染 模 型 上 研究 spd1672 ZEA ik Ro] Bii 26 BEER E T: 
力 的 影响 及 可 能 机 制 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

肺炎 链球 菌 D39 菌株 及 D39 菌 wd71672 J& ESL ik s 
菌株 (D39 ^ 1672) ,A549 细胞 为 本 室 保存 。SPF 级 
BALB/c 小 鼠 ,新 西 兰 大 白 兔 由 重庆 医科 大 学 实验 动物 
中 心 提供 。 
1.2 小 和 鼠 腹 腔 毒 力 实验 

将 5 周 龄 的 肉 性 BALB/c 小 鼠 随 机 分 成 2 组 ,每 组 8 
只 ,经 腹腔 注射 100 pL 浓度 为 1x10* CFU 的 肺炎 链球 
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菌 D39 及 D39 信 1672 菌 液 ,记录 小 鼠 死 亡 时 间 。 本 研 
究 还 进一步 做 了 菌 浓度 为 10'CFU 的 小 鼠 腹 腔 毒 力 实 
验 ,方法 同 前 。 
1.3 腹腔 攻 毒 后 细菌 小 筷 血 细菌 载 量 分 析 

将 5 周 龄 的 肉 性 BALB/c 小 鼠 按 每 个 时 间 点 2 组 分 
配 ,每 组 6 只 , 共 3 个 时 间 点 。 然 后 经 腹腔 注入 菌 量 为 1x 
105 CFU 的 肺炎 链球 菌 D39.D39A1672 菌 株 , 于 8、12、 
24 ph 时 ,将 小 鼠 用 乙醚 麻醉, 无 菌 条 件 经 心脏 取 血 ,培养 
计数 。 
1.4 烙 附 实验 

24 孔 板 培养 A549 细胞 至 铺 满 孔 底 ( 约 2x107 
和 孔 )。 同 步 培 养 肺炎 链球 菌 D39、D39 信 1672 菌株 至 对 
数 生 长 期 ,用 1 mL DMEM (10%FCS ) 稀 释 菌 密度 为 
10' CFU/mL。 取 稀释 好 的 细菌 与 细胞 按 100:1 的 比例 
孵育 1 h 后 ,PBS 洗 去 未 粘 附 的 细菌 。 胰 酶 消化 细胞 后 
稀释 铺 板 ,培养 计数 细菌 菌落 数 。 
1.5 侵袭 实验 

24 了 筷 板 培养 A549 细 胞 至 铺 满 孔 底 ( 约 2x104L)。 
同步 培养 肺炎 链球 菌 D39、D39 A 1672 菌株 至 对 数 
生长 期 ,用 1 mL DMEM (1096 FCS ) 稀 释 菌 密度 为 
10 ”CFU/mL。 取 稀释 好 的 细菌 与 细胞 按 100:1 的 比例 吁 
育 1h 后 ,PBS 洗 去 未 烙 附 的 细菌 。 加 入 1 mL 含有 10% 
FCS ARER (100 U/mL) 和 庆 大 霉 素 (100 pg/mL) 
的 DMEM 到 24 妃 板 中 同 细胞 旷 育 1 h, 杀 死 细 胞 外 的 细 
菌 。 胰 酶 消化 细胞 后 稀释 铺 板 ,培养 计数 细菌 菌落 数 。 
1.6 全 血细胞 杀菌 实验 

收集 对 数 生 长 期 的 肺炎 链球 菌 D39 和 D39 A 
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1672 菌株 ,PBS 洗 涤 细 菌 后 ,调节 细菌 菌 量 为 约 100 CFU/ 
10 HL。 抽 取 新 西 兰 大 白 免 新 鲜 肝 素 抗 凝 全 血 , 将 90 uL 
抗 凝 血 与 10 uL 菌 液 混 匀 后 ,在 37 CKA 1 h,2 h， 
3 后 铺 板 计数 ,每 个 时 间 点 做 5 个 平行 筷 。 
1.7 细胞 因子 测定 

培养 肺炎 链球 菌 D39.D39A1672 菌 株 至 对 数 生 长 
中 期 ,调节 细菌 菌 量 为 1x105“CFU/100 hL。 将 5 周 龄 的 
BALB/c 小 鼠 按 每 个 时 间 点 2 组 分 配 ,每 组 4 只 ,分 别 设 
置 4.8、12、24 hh 四 个 时 间 点 。 进 行 腹腔 攻 毒 ,每 只 攻 毒 
剂量 为 100 pjL。 然 后 分 别 在 4、8、12、24 h 通 过 眼眶 取 
血 法 取 小 鼠 全 血 , 分 离 血清 用 于 细胞 因子 水 平 检测 。 
1.8 数据 分 析 处 理 

两 组 间 比 较 采 用 :检验 ,多 组 间 显 著 性 检验 采用 单 
因素 方差 分 析 ,P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 腹腔 攻 毒 后 小 筷 生 存 实验 

在 腹腔 攻 毒 菌 量 为 10: CFU 时 ,感染 D39 菌株 的 小 
鼠 中 位 生存 时 间 为 9.4 h, 而 感染 D39A 1672 菌株 的 小 
鼠 中 位 生存 时 间 为 126.6 h, 感 染 D39 信 1672 菌 的 小 鼠 
生存 时 间 显 著 高 于 D39 菌株 (P<0.001); 当 感染 菌 量 关 
105CFU 时 ,感染 D39 信 1672 菌 的 小 鼠 生 存 时 间 同 样 显 
著 高 于 感染 D39 菌 株 的 小 鼠 (93.6 h vs 16.7 h,P<0.01), 
见 图 1A。 从 小 鼠 生 存 率 来 看 ,无 论 是 感染 菌 量 为 10 
CFU 3f 10 CFU ,感染 D39 信 1672 菌 的 小 鼠 生 存 率 都 
要 著 高 于 D39 菌 感染 组 (图 1B)。 
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Fig.l Virulence assessment of D39 and D39 A 1672 strains in BALB/c mice. A: Survial time of mice 
infected with 10° and 10° CFU S.pn; B: Survial rate of the mice. **P«0.01; ****P«0.001. 


2.2 WU SCA d Eoo £8 CEDE 
BALB/c 小 鼠 经 腹腔 感染 1x10' CFU 菌 12h 时 , 血 
中 细菌 载 量 达到 峰值 ,在 8h 和 12 h 时 ,D39Al1672 入 
血 菌 量 显著 少 于 D39 菌 株 (P<0.05) ;感染 D39 菌 株 的 小 
鼠 在 24 h 时 已 全 部 死亡 ,而 感染 D39 信 1672 菌株 的 小 


鼠 血 中 菌 量 在 24 h 时 较 8 h 和 12 h 显 著 减 少 (图 2)。 
2.3 粘 附 侵 歼 实验 

D39 RU D39 Al1672 戎 对 A549 细 胞 的 粘 附 能 力 无 
差异 (图 3A)。 而 侵袭 实验 结果 显示 ,D39 A 1672 菌 对 
A549 EE 7 JE D39 A E 5 (P «0.05 , E] 3B) 
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图 2 腹腔 攻 毒 后 小 鼠 血 中 细菌 载 量 
Fig.2 Blood bacterial load after intraperitoneal infection 
of the two strains in mice. *P«0.05; ***P«0.001. 
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2.4 全 血 杀菌 实验 

D39 A 1672 菌 与 全 血细胞 孵育 后 , 随 着 孵育 时 间 
的 延长 ,存活 率 呈 现 逐 渐 下 降 趋 势 ,相反 ,D39 菌 株 呈 现 
逐步 增殖 上 升 的 趋势 ,D39A1672 菌 对 全 血细胞 的 杀菌 
作用 的 抵抗 能 力 较 D39 菌 显著 减弱 (P<0.05, 图 4)。 
2.5 细胞 因子 测定 

在 D39.D39A 1672 菌 感染 的 小 鼠 后 ,细胞 因子 
ILI2, TNF-aJIEFN-y 水 平 呈 逐渐 升 高 的 趋势 ,12 h 达 到 
峰值 ,D39 信 1672 感 染 小 鼠 在 24 h 时 细胞 因子 水 平均 下 
降 ,而 D39 感 染 小 鼠 在 20 h 内 全 部 死亡 ;从 细胞 因子 水 
平整 体 趋势 来 看 ,D39 感染 小 鼠 后 诱导 产生 的 IL12、 
TNF-a IFN-y 水 平 呈 现 出 高 于 D39 信 1672 茵 感染 组 的 


Number of bacteria( CFU) 
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3 D39 和 D39 信 1672 对 A549 细 胞 的 粘 附 (4) 及 侵袭 (B) 实 验 
Fig.3 Adhesion (A) and invasion (B) assays of D39 and D39 A1672 strains in A549 cells. **P<0.01. 


"ek 


1 


000[ op39 
8D39A 1672 
00! 


z 

E 

3 600| 

E | 

2 

2 400} » 
已 

200! - 
" 
1 2 3 


Incubation time (h) 


图 4 全 血 杀菌 实验 
Fig.4 Bactericidal assays of rabbit whole blood for D39 
and D39A1672 strains. *P«0.05;** P«0.01. 


趋势 (图 5)。 


3 讨论 

磷 壁 酸 是 革 兰 阳性 菌 细胞 表面 的 一 种 多 糖 聚合 物 ， 
根据 其 锚 定 部 位 不 同 , 可 以 分 为 壁 磷 壁 酸 和 脂 磷 壁 酸 ， 
它 在 细菌 生长 繁殖 .生理 功能 的 维持 及 致 病 等 过 程 中 有 
ERER, WREE KERRI D39 A1672 菌株 经 
腹腔 感染 小 鼠 后 ,小 鼠 中 位 生存 时 间 及 生存 率 显著 高 于 


D39 野 生 菌 组 。 提 示 spd1672 基 因 敲 除 后 会 导致 肺炎 链 
球菌 毒 力 显著 降低 ,是 一 种 重要 的 毒 力 因子 。 为 了 观察 
其 在 $S.pn 致 病 过 程 可 能 的 作用 机 制 , 本 研究 进一步 对 基 
因 殴 除 前 后 细菌 侵袭 入 血 能 力 进行 了 分 析 ,结果 显 示 
D39A1672 苦 感染 小 鼠 后 其 侵袭 人 血 能 力 较 D39 野 生 
菌株 显著 降低 ,这 可 能 与 D39A 1672 菌株 磷 壁 酸 合成 
减少 相关 。 目 前 研究 显示 , 磷 壁 酸 是 细菌 感染 致 病 过 程 
中 重要 的 毒 力 因 子 ,能 与 宿主 分 子 发 生 相 互 作用 。 如 金 
黄色 葡萄 球菌 壁 磷 壁 酸 能 与 F 型 清道 夫 受 体 SREC-I 
相互 作用 , 介 导 细菌 对 上 皮 细 胞 的 粘 附 及 在 鼻 咽 部 的 定 
植 ”“" 。 而 在 肺炎 链球 菌 中 ,其 脂 磷 壁 酸 能 与 宿主 血 小 
板 活化 因子 受 体 相互 作用 ,以 增加 肺炎 链球 菌 对 上 皮 细 
胞 与 内 皮 细 胞 的 侵袭 能 力 国 。 此 外 ,肺炎 链球 菌 磷 壁 酸 
中 的 磷酸 胆 碱 还 是 胆 碱 结合 蛋白 的 销 定 部 位 ,该 家 族 
蛋白 是 在 细菌 粘 附 .侵袭 等 致 病 过 程 中 发 挥 着 重要 作 
用 2 。 而 磷 壁 酸 合成 减少 会 影响 细菌 表面 胆 碱 结合 

白 的 表达 羽 。 在 本 研究 中 ,D39A1672 菌 株 磷 壁 酸 合成 
减少 故 其 对 A549 细 胞 的 侵袭 能 力 显著 降低 。 此 外 ,全 
血 杀 菌 实验 还 证 明 spd7672 基因 殴 除 能 显著 影响 肺炎 
链球 菌 对 宿主 全 血细胞 杀菌 作用 的 抵抗 力 , 从 而 影响 其 
在 宿主 体内 的 存活 能 力 。 通 过 分 析 细 菌 人 血 载 量 发 现 ， 


201712.00810v1 


chinaXiv 


: 1200- 


J South Med Univ, 2015, 35(8): 1197-1200 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


http://www.j-smu.com 


IL-12 (pg/mL) 


10007 


——pD39 
*4--D39A^1672 
100: 
10- 
` 
iik r a A 
24 
Time after infection (h) 
890! 
790| ED 
690! 7***D39A1672 
590: 
490: 
390: 
290; 
190; 
90, 
-10. LI 5 


4 8 12 24 
Time after infection (h) 
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1672 更易 被 宿主 防御 细胞 清除 ,这 与 全 血 杀 菌 实验 
果 相 符 。 通 过 对 血 中 细胞 因子 水 平分 析 发 现 ,D39 A 
72 菌 感染 后 ,小 鼠 体 内 炎 性 细胞 因子 的 分 泌 水 平 低 
D39 菌 感染 组 ,在 感染 24 h 时 较 12 h 小 鼠 体 内 炎症 细 
炎症 水 平 显著 降低 。D39 野 生 菌 感染 小 鼠 表现 出 更 
的 炎 性 细胞 因子 水 平 , 可 能 与 脂 磷 壁 酸 本 身 能 够 诱导 
-12 TNF-a JIL1-P 等 细胞 因子 的 产生 有 关 ""。 
综 上 所 述 ,spd1672 基因 是 肺炎 链球 菌 中 一 种 重要 
毒 力 因 子 ,其 通过 调控 磷 壁 酸 的 合成 而 显著 影响 细菌 的 
力 ,与 细菌 侵袭 .抵抗 宿主 . 致 炎 反应 等 致 病 过程 相 关 。 
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